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節因子である NFκB と AP-l についても同様に検討し、慢性拒絶反応との関連を解析した。
【方法】





各々の症例より採取したヘパリン加血液20ml を用い、 Ficoll 密度勾配法により末梢血単核球を分離した。この末梢
血単核球から total RNA を抽出し、定量的 RT-PCR により GAPDH に対する GR の相対発現量を測定した。
さらに末梢血単核球より核蛋白抽出液を精製し、 GR、 NFκB、 AP-l 各々の標的 DNA 配列を標識プローブとし
て gel mobility shift a~say を行った。また、それぞれの結合反応が特異的であることを確認するため GR、 NFκB、
AP-1 の標的 DNA 配列の一部を変異させたフ。ロープを用いて同様の assay を行った。
【成績】
2 群の症例の背景因子のうち血清クレアチニン値、尿蛋白は慢性拒絶反応症例が有意に高値であった。その他の年
齢、性別、ドナー年齢、 HLA ミスマッチ数、移植後年数、ステロイド投与量、シクロスポリンのトラフ濃度は 2 群
間で差がなかった。末梢血単核球中の GR の発現量も 2 群間で差がなかった。以上より症例として選択した 2 群聞の
ハUつ­??
背景因子には差がないものと考えられた。
Gel mobility shift assay については GR の GRE との結合能は正常コントロール症例と比較して慢性拒絶反応症
例で有意に低下していた (p<O.Ol)。また、 AP- 1 と NFκB における各々の DNA 結合能は正常コントロール症例
と比較して慢性拒絶反応症例で有意に高値であった(共に p<O.Ol)。それぞれの変異プロープを用いた検討では対
応する band が得られなかったことから標的プロープはそれぞれ特異的な band を形成していることが確認された。
【総括】
慢性拒絶反応はいまだメカニズムが明らかにされていない難治性で予後不良な腎移植後合併症であるo 本研究では、
臨床検体を用いてこの慢性拒絶反応の病態解明を試みた。慢性拒絶反応症例では GR の DNA 結合能が低下している
ことが示され、そのため正常コントロール症例と同様な免疫抑制法によっても拒絶反応が抑制されなかった可能性が







例では免疫反応に重要な役割を持つ転写調節因子の AP-l 、 NFκB の DNA 結合能が高値であることを明らかにし
た。以上の知見は、これら転写調節因子の DNA 結合能の変化が慢性拒絶反応の発生機序に関与している可能性を示
唆している。
本研究は、腎移植後慢性拒絶反応の機構について貴重な知見を明らかにしたものであり、学位に値するものと認め
る。
